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La presente invention se rapporte au recepteur de 1'interferon alpha humain et a la sequence d'ADN, notamment une se- 
quence d ADNc , caractensee en ce qu'elle code pour le gene du recepteur de 1'interferon alpha. L'invention concerne en outre les 
cellules non humames expnmant ledit recepteur, un procede d'obtention desdites cellules, un precede de preparation d'une pro- 
teine correspondant audit fragment d'ADN, la proteine ainsi obtenue, et les anticorps dresses contre cette proteine. L'invention a 
egalement pour objet des kits de diagnostic a base dudit recepteur et l'utilisation de ce meme recepteur a la mise en evidence 
d agonistes de iTFN alpha humain. 
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FRAGMENT D'ADNc CODANT POUR LE GENE DU RECEPTEUR DE 
L ' INTERFERON ALPHA ET PROCEDE DE PREPARATION D'UNE 
PROTEINE CORRESPONDANTE 

La presente invention se rapporte a la sequence, notamment a 
une sequence d'ADNc codant pour le gene du recepteur de I'interferon 
alpha. 

L'interferon est un terme generique designant trois classes 
5 antigeniques : alpha, beta et gamma, de proteines capables, entre autres, 
d'induire un etat antiviral et d'inhiber ia multiplication des cellules 
sensibles. 

II existe entre les interferons alpha et beta, qui sont produits 
a la suite d'infection viraie, une homologie de structure suffisamment forte 

10 pour que ces deux types d'interferon puissent reagir par voie du meme 
recepteur cellulaire. 

L'interferon alpha humain est lui-meme un melange d'une 
douzaine de proteines a fort pourcentage d'homologie, codees par des genes 
de structure differente. Ces sous-types ont un spectre de fonction identique 

15 mais leurs activites specif iques sont differentes. 

L'interferon gamma, qui est produit par les lymphocytes 
actives, ne possede aucune homologie avec les interferons alpha/beta et il 
ne reagit pas avec leur recepteur. 

Actuellement, les structures des interferons (qui possedent 

20 environ 165 acides amines) sont assez bien connues au niveau de leur 
sequence decides amines et plusieurs etudes ont ete dirigees vers i'analyse 
des domaines fonctionnels de ces proteines. Des molecules hybrides, 
construites entre les interferons de haute et de basse affinite en utilisant 
des sites de restriction de 1 ! ADN codant pour ces interferons, ont ete 

25 utilisees pour montrer que la partie N-terminale de ia molecule determinait 
Taffinite de liaison avec son recepteur cellulaire et par consequence, 
I'activite specifique des interferons alpha. 

Les maladies respiratoires d'origines virales posent d'impor- 
tants problemes economiques pour la sante publique. Les essais cliniques 

30 ont montre que Tinterferon alpha protege a 100 % des voiontaires infectes 
par differents rhinovirus. De meme, il a ete mis en evidence que parmi les 
voiontaires traites a l'interferon alpha et infectes par un coronavirus. 6 % 
ont developpe les symptomes du rhume compare a 37 % des voiontaires 
traites par placebo. 
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Neanmoins, quoique l'interferon alpha humain se montre 
efficace dans ces essais, la toxicite qu'il exerce sur la muqueuse nasale 
pose un probleme majeur. 

L'interferon possede egalement une activite antitumorale 
5 chez l'homme et a l'heure actuelle il est devenu le traitement de choix 
pour certains cancers. Cependant, ^interferon injecte par voie generate 
exerce egalement une toxicite pour le systeme nerveux ce qui limite les 
possibilites de traitement. 

En fait, actueilement, il n'y a aucun moyen pour determiner 

10 quel devrait etre ^interferon a utiliser pour obtenir une activite 
therapeutique et une toxicite reduite. Plusieurs laboratoires ont deploye 
des efforts considerables pour construire des interferons modifies qui 
auraient une activite prononcee accompagnee d'une faible toxicite. Cette 
approche s'est revelee decevante. 

1 5 II est maintenant evident que le succes eventuel d'un tel projet 

necessite la connaissance de la structure du recepteur des interferons pour 
imaginer la construction de Tagoniste. Un agoniste ayant une activite 
elevee et une faible toxicite pour la muqueuse nasale trouverait un marche 
tres important pour le traitement des maladies respiratoires d'origines 

20 virales. 

C'est pourquoi, la presente invention concerne plus particulie- 
rement Tobtention d f une proteine ayant la structure du recepteur de 
l'interferon alpha et son expression, notamment en surface de cellules ainsi 
que les sequence d'ADN codant pour ladite proteine. 
25 La presente invention se rapporte done tout d'abord au 

recepteur de Tinterferon alpha humain caracterise en ce qu ! il correspond a 
la sequence de la figure 4 ou a Tun de' ses variants alieliques qui n'en 
differe pas par plus de 3 acides amines. 

Parmi ces variants alieliques. il peut s'agir de la sequence de 
30 la figure * dans laquelle la threonine en position 164 est remplacee par une 
arginine et un acide aspartique est insere entre Tacide aspartique en 
position 479 et Pacide glutamique en position 480. 

La presente invention concerne egalement une sequence 
d ! ADN codant pour le recepteur de l'interferon alpha humain. 



WO 91/05862 



PCT/FR90/00758 



3 



Cette sequence d ! ADN sera de preference conforme a la 
sequence de la figure 4 ou a une sequence alleiique de celle-ci. 

La structure de la sequence d'ADN codant pour le recepteur de 
I'interferon alpha-humain est analysee dans les exempies. Eile comporte 
5 notamment un peptide signal. Dans certains cas, ce peptide signal pourra 
etre supprime ou remplace par un autre peptide signal mais dans la plupart 
des cas, on preferera garder ce peptide signal de la figure Uex done la 
sequence codante correspondante. 

Cette sequence est de preference inseree dans un systeme 
10 assurant son expression celiulaire dans une cellule hote appropriee, en 
particulier au niveau transmembranaire. 

En particulier, la presente invention concerne le fragment 
d ? ADN, notamment le fragment d'ADNc, caracterise en ce qu'il code pour le 
gene du recepteur de Tinterferon alpha. II sera notamment conforme a la 
15 sequence de la figure k ou a une sequence alleiique de celle-ci. 

II peut ainsi s'agir de la sequence d'ADN de la figure k dans 
iaqueile la cytosine en position 569 est remplacee par une guanine et un 
codon TGA insere entre 1'adenine situe en position 1514 et la thymine en 
position 1515. 

20 La presente invention se rapporte egalement aux cellules non 

humaines caracterisees en ce qu'elles expriment ledit recepteur de 
l'interferon alpha humain et a un procede d'obtention desdites cellules. 

Seion ce procece on transfecte ou infecte des cellules hotes 
compatibles avec un element d'ADN comportant une sequence d'ADN codant 

25 pour ledit recepteur, ainsi que les elements susceptibles d'assurer 
^expression de cette sequence dans ladite cellule. 

Les exempies ci-apres demontrent comment cette sequence 
codant pour le recepteur de Tinterferon alpha humain (IFN-aipha h) a pu 
etre exprimee dans des cellules de mammiferes non humains, notamment de 

30 souris. Les techniques permettant Texpression celiulaire de sequences 
d'ADN exogenes sont connues. II peut s'agir suivant les cellules hotes 
d'utiliser des vecteurs autoreplicatifs tels que les plasmides ou bien des 
vecteurs integratifs, sequences d'ADN ou virus vecteurs par exempie. Dans 
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le cas ou I'on souhaite obtenir une lignee cellulaire exprimant le recepteur 
IFN-alpha humain, la technique mise en oeuvre peut etre a faible 
rendement puisqu'on ne recherche qu'une lignee. Par contre, lorsque l'on 
souhaite obtenir la proteine seule, on utilisera de preference les vecteurs 
5 assurant une amplification notamment les vecteurs plasmidiques comportant 
une origine de replication ou bien les systemes d'integration multicopies. 

La presente invention concerne en outre un procede de 
preparation de recepteurs d f IFN alpha humain. 

Ainsi, lorsque Ton souhaitera obtenir la proteine seule on 

10 pourra cultiver, en milieu de culture approprie, des cellules hdtes 
transformees, transferees ou infectees par un vecteur depression de 
ladite proteine, comportant une sequence d'ADN codant pour ledit 
recepteur, sous le controle d'un promoteur de la transcription de cette 
sequence dans ThSte ainsi que les elements assurant la traduction de la 

15 proteine puis, separer la proteine obtenue par tout moyen approprie. 

Cette proteine pourra servir pour preparer des anticorps, 
notamment des anticorps monoclonaux diriges contre le recepteur ; la 
technologie correspondante ne sera pas decrite en details car il s ( agit d ! une 
technique connue. 

20 L f invention permet done d'obtenir : 

- le recepteur de Tinterferon alpha humain, 

- les anticorps diriges contre ce recepteur, et 

- des cellules exprimant ledit recepteur. 

Les applications de ces elements sont ires variees. Tout 
25 d'abord le recepteur seul ou exprime a la surface d ! une cellule peut 
permettre de tester les analogues de l'interferon alpha humain afin de 
determiner les meilleurs agonistes. 

Ce type de test peut egalement etre envisage grace a la 
proteine correspondante fixee sur un support solide tel que plaques, billes, 
30 etc... II s'agit de techniques qui sont deja connues pour d'autres recepteurs 
ou bien pour les dosages antigene-anticorps. 
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Les dosages recepteurs agonistes peuvent etre effectues par 
mesure de la fixation directe ou bien par mesure des deplacements qui 
permettent d'evaluer 1'affinite de Tagoniste par rapport a un compose de 
reference, par exemple NFN alpha humain. 
5 Les anticorps pourront etre utilises au dosage des recepteurs 

ou a leur visualisation dans le cas de l.'imagerie. II s'agit la de techniques 
permettant d'evaluer certains etats pathologiques par exemple justif iant un 
traitement a V interferon alpha ou permettant d'evaluer certains etats dans 
lesqueis le taux de ces recepteurs varie. 

10 L'invention concerne done egaiement des trousses de 

diagnostic comprenant un ou plusieurs des elements precedents a titre. 
d'agent de diagnostic ou d'imagerie, ou a titre de modele pharmacologique. 
pour tester les produits derivant de 1'interferon alpha humain. 

La proteine du recepteur ou les anticorps correspondants 

15 peuvent egaiement etre utiiises a titre d'agent pharmacologique lorsque 
Ton souhaitera bloquer les recepteur d'IFN alpha humain ou bien lorsque 
Ton utilisera la proteine a titre de leurre pour bloquer PIFN alpha humain 
dans certains etats ou Thyperexpression de 1'interferon alpha humain peut 
§tre nuisible. 

20 Enfin, les anticorps pourront etre utilises comme agent de 

pilotage pour inserer un principe actif couple a cet anticorps au voisinage 
d r un recepteur de HFN alpha humain. 

Les exemples et figures donnes ci-dessous a titre non limitatif 
permettront de mettre en evidence d ! autres avantages et caracteristiques 
25 de la presente invention. 

La figure 1 represente les courbes de liaison de Tinterferon 
humain alpha B (symboles noirs) ou de Thybride BDBB (symboles blancs) sur 
le transfectant primaire 10BH7 (A) ou sur les cellules parentaies BTG 9A 
(B). 

30 Les figures 2 representent Tanalyse en "Southern blot" de 

TADN genomique des transfectants primaires et secondaires. 
Figure 2A : 
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Puit n°l : Digestion EcoRI de 1 ! ADN du clone primaire 10BH7 hybride avec 
une sonde Alu. 

Puit n° 2 : meme ADN hybride avec une sonde Lambda. 
Figure 2B : 

5 Puits n° 1 et 3 : Digestion BamHI de PADN des deux transfectants 
secondaires 1B4D10 et 2M15 hybride avec une sonde Alu. 
Puits n° 2 et 4 : Digestion BamHI de PADN de deux transfectants 
secondaires negatifs hybride avec une sonde Alu. 

Puit n° 5 : Digestion BamHI de PADN des cellules parentaies BTG 9A 

10 hybride avec une sonde Alu. 

La figure 3 represente P analyse en "northern blot" des ARN 
polyA+ des deux transfectants secondaires (puits n° 1 et 3) et des cellules 
parentaies (puits n°2), hybride avec la sonde Eco RI 5 kb. 

La figure 4 represente la sequence nucleotidique de PADNc du 

15 recepteur de interferon humain alpha ainsi que sa sequence en acide 
amine. Le peptide signal et la region transmembranaire sont encadres. Les 
sites de glycosilation lies a Pazote sont souiignes par des tirets. Les deux 
sites de polyadenyiation et le site de restriction Sma I sont souiignes. 

20 EXEMPLE 1 : 

Selection de cellules de souris BTG transferees sensibles a Pinterferon 
alpha B humain. 

25 Des cellules BTG 9A de souris sont co-transfectees avec une 

banque d'ADNc humain clonee dans un vecteur depression phage lambda 
de mammiferes contenant egaiement le gene neo bacterien et de I'ADN 
genomique Daudi de haut poids moleculaire, dans un rapport 1 : 1. Ce 
systeme de co-transfection ou Texpression d'un recepteur interferon humain 

30 peut provenir de I'ADN humain genomique et/ou de PADNc humain est 
utilise pour augmenter les chances d'isoler des transfectants interessants. 

Des clones de transfectants stables sont selectionnes dans un 

2 3 

milieu G418 avec une frequence de 10" - 10" . Afin de detecter les clones 
cellulaires sensibles a Pinterferon alpha humain, des clones transfectes sont 
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traites avec 30 000 unites/ml d'interferon alpha B humain et infectes avec 
du VSV. A cette concentration, des cellules BTG de souris sont insensibles a 
interferon alpha B, mais un clone transfectant exprimant le gene 
recepteur de interferon alpha humain devrait §tre a un stade antiviral. 

Compte tenu du fait que le titre interferon est inversement 
proportionnei a la multiplicity de infection, cette selection virale permet 
de neutraiiser importante quantite de VSV produite par la majorite des 
clones des cellules inappropriees qui aboliraient Petat antiviral du clone de 
la cellule interessante. Cette methode implique une rapide adsorption du 
virus sur les cellules suivie d' un traitement avec de I'antiserum anti-VSV 
de lapin pour neutraiiser l'exces du virus, et un developpement de l'effet 
cytopathique dans un antiserum anti-VSV de lapin contenant un milieu de 
gelose semi-soiide. Des clones celiuiaires survivants sont individuellement 
isoies. Pour eviter une infection VSV chronique, les clones de cellules sont 
soumis a un traitement avec un interferon alpha/beta de souris et 1' 
antiserum anti-VSV est maintenu dans un milieu G-418 durant une semaine. 
lis sont ensuite retestes pour leur sensibiiite a interferon alpha B humain 
vis-a-vis des infections VSV ou EMC. La plupart de ces clones transfectes 
sont insensibles a interferon alpha B humain. Neanmoins, un clone revele 
une sensibiiite interessante a interferon alpha B humain. II est aiors sous 
clone et appele 10B H7. 

On determine la sensibiiite des cellules 10B H7 a de nombreux 
interferons alpha humains et murins puis on compare le comportement de 
ces cellules avec les cellules BTG murines parentales. 

Le tableau I montre l'activite de interferon alpha/beta de 
souris, interferon alpha B humain, interferon-beta humain et interferon 
gamma humain testes sur des cellules BTG de souris parentales, du clone 
10B H7 transfecte et des cellules humaines Wish en utilisant en tant que 
virus le VSV ou I'EMC. 

En ce qui concerne interferon murin, les cellules 10B H7 sont 
aussi sensibles que les cellules BTG parentales. D'autre part, les cellules 
10B H7 manifestent au moins une sensibiiite 64 000 fois plus importante a 
interferon alpha B humain comparees aux cellules parentales. On observe 
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egaiement une augmentation 8 fois plus importante de l'activite de 
l'interferon beta humain sur les cellules 10B H7 mais on ne detecte aucune 
activite antivirale de l'interferon gamma humain qui est reconnu par un 
recepteur distinct aussi bien sur les cellules BTG parentales que sur le 
5 clone I OB H7 transfecte. L'activite antivirale specif ique de l'interferon 
alpha B (4.7. 10 6 unites/mg) sur les cellules 10B H7 est de l'ordre des 
activites specifiques des interferons alpha humains sur les cellules 
humaines. 

10 TABLEAU I 



15 



Activites antivirales de preparations d' interferon 
testees sur : 
(Unites/ml) 



BTG 



20 IFN alpha/beta 12,8x10 
de souris 



10BH7 WISH 



RAPPORT 
10BH7/BTG 



12,8xlO b 24.0 



25 



IFN alphaB 
humain 

IFN beta 
humain 



^ 20 



200 



l,27xl0 6 54xl0 6 > 64 000 



l,6x!0 3 2,7xl0 6 8 



30 



IFN gamma 
humain 



< 1x10' 



( lxlO 3 20xl0 6 
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EXEMPLE 2 : 

Transfectants d'une cellule BTG de souris sensibles a 1'interferon exprimant 
le recepteur d'interferon humain. 

5 

Sur des cellules 10B H7, 1'interferon alpha B humain se 
comporte comme un interferon alpha D sur des cellules humaines, activite 
specifique similaire et affinite de liaison apparente similaire. Comme 
1'interferon alpha D sur des cellules humaines, la liaison de 1'interferon 
10 alpha B humain sur des cellules 10B H7 peut etre mesuree seulement a 
37°C. 

On realise piusieurs experiences de liaison avec de 1'interferon 
alpha B iode utilise en tant que sonde pour le recepteur humain et un 
interferon hybride iode appele BDBB qui est actif a la fois sur les lignees 

15 de souris parentales et sur le clone 10B H7, en tant que controle positif. 
Cet interferon hybride qui a une activite specifique sur les cellules de 
souris, proche de celle de 1'interferon alpha B humain sur les cellules 10B 
H7, pourrait etre une sonde pour les recepteurs humains et de souris a la 
fois sur les cellules BTG parentales et les cellules 10B H7 transferees. 

20 La figure 1 montre que la liaison du BDBB est similaire sur 

des cellules BTG et 10B H7. Au contraire, les cellules 10B H7, se lient 
specifiquement a 1'interferon alpha B alors que les cellules BTG ne le font 
pas. Les parametres de liaison calcules d'apres les donnees de Scatchard 
montrent que les cellules I OB H7 expriment environ 500 sites de liaison par 

25 cellule pour 1'interferon alpha B avec un Kd apparent de 2.10" 10 M. Ceci 
est proche des valeurs de Tinterferon BDBB (1 500 sites de liaison par 
cellule ; KD apparent 5.10~ i0 M), qui est actif a la fois sur les lignees de 
souris parentales et sur le clone 10B H7. 

En conclusion, ces resultats completes avec d'autres etudes, 

30 indiquent que Tinterferon alpha B humain se lie avec un recepteur 
specifique sur les cellules 10B H7 et non pas sur les cellules des souris 
parentales. 
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EXEMPLE 3 : 

Clonage d'une sonde couvrant le gene du recepteur interferon alpha humain 
dans des clones d'une cellule transfectee secondaire 

5 

Partant de l'hypothese que les cellules 10B H7 expriment un 
gene humain transfecte necessaire pour conferer des sites de liaison et une 
activite antivirale de l'interferon alpha B sur une cellule de souris, il a ete 
recherche la distribution de l'ADN humain dans le genome 10B H7 
10 transfecte. 

La figure 2A est un "southern blot M avec l'ADN du clone 10B 
H7 utilisant soit une sequence Alu humaine detectant l'ADN genomique 
humain soit une sonde a ADN lambda pour detecter TADNc integre. 

On a ainsi montre que les transfectants avaient integre plus 

15 qu'une part de 1000 de l'ADN Daudi humain et 100 copies de I'ADNc 
humain de la banque d'expression des mammiferes. En raison de 
1'importante quantite d'ADN humain dans ce clone, il a ete necessaire 
d'isoler des transfectants secondaires afin de doner la sequence d'ADN 
responsable de Texpression du recepteur dans le clone 10B H7 initial. Dans 

20 ce but, on a co-transfecte des cellules de souris BTG avec de l'ADN 
genomique du clone 10B H7 et du neopSV2. Les cellules sensibles a 
Interferon humain ont ete isoiees. Les transfectants secondaires stables 
sont soumis a 4 cycles de traitement de l'interferon alpha B et a 1'infection 
VSV, Apres sous clonage, il a ete obtenu deux clones secondaires 

25 independants lB^DlO et 2A415. Ces deux clones secondaires sont 
independants mais derivent du m§me clone initial. lis ont les memes 
caracteristiques que celles du clone initial 10B H7, c ! est-a-dire sensibilite a 
l'interferon alpha humain et recepteur d'expression a leur surface. Ces 
deux clones secondaires ne retiennent pas les sequences associees aux 

30 phages lambda dans leur genome et en consequence Texpression des 
recepteurs de l'interferon alpha humain est du a l'ADN. 
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